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Metod© oni^nale per la preparation* economica di membrane orgamiotte 
steariliaaate (all* autoclave per 20-30 mimati a 12©-122°G, com 11 metod© 
••SEEHHSB?' per- 60 miiBi-fcL con ffi © a +45°® ° oon radiaaioisd ioniazamti) a 
partire da plasma sangaigao alamo tale quale (PSTO) o da plasma samguigno 
uman© impoTOasftt© (PSOl) dopo i»estaEaaion» a seopo indns trials delle 
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giust&faicano l'impieg© di tali membrane in applioaziomi medico~chirurg£o&e, 
oome meaai eioatriaa*nti e/o emostatici e/o per il rilasoio lento di 
farmaei. &a loro struttnaua e propriety Sisiofee paxtioolari son© diverse da 
quelle di tntte le altre eompomentfi e derivati del plasma sanguigrao mmano. 
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Descrizione dell- invenzione industriale intitolata: LIjilllZ^Ro 
"Medicazione Organioa Cicatrizzante ed Emostatica" . 
nome: 1) Petrescu Dorin Olimpiu, residence in Milano, Viale 
Casslodoro 4. 

RIASSUNTO 

Metodo originale per la preparazione economica di membrane 
organiche sterilizzate (all 'autoclave per 20-30 minuti a 
120-122 °C r con il metodo "STERRAD" per 60 minuti con H,0 2 a 
+45 °C o con radiazioni ionizzanti)a partire da plasma 
sanguigno umano tale quale (PSUTQ) o da plasma sanguigno 
umano impoverito (PSUI) dopo l'estrazione a scopo 
industriale delle albumine e di parte delle globuline. Tali 
membrane sono dotate di modellabilita, uniformita di 
aspetto, elasticity, spessore e dimension! variabili a 
volonta, imbibibili con varie soluzioni e dotate di forte 
adesivita alls superfici trasudanti di ulcere e ferite (che 
isolano, proteggono e ne accelerano la corretta 
cicatrizzazione). Queste proprieta giustificano l'impiego di 
tali membrane in applicazioni medico-chirur giche , come mezzi 
cicatrizzanti e/o emostatici e/o per il rilascio lento di 
farmaci. La loro struttura e proprieta fisiche particolari 
sono diverse da quelle di tutte le altre component! e 
derivati del plasma sanguigno umano. 
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nESCRlZIONE 

La presente invenzione consiste in un nuovo materiale 
biologico costituito da membrane organiche cicatrizzanti ed 
emostatiche (MOCE)dotate di caratteristiche di forma, 
modellabilita e sterilita assoluta, necessarie al loro uso 
in varie applicazioni medlco-chirurgiche, a scopo 
cicatrizzante e/o emostatico e/o per rilascio lento di 
farmaci. Essendo un derivato del sangue umano completamente 
sterilizzato, le MOCE sono da considerare, analogamente al 
catgut, dispositivi medici sterili, di origine organica, 
riassorbibili dall ' organismo umano, senza rischi 
immuno-allergici. Le MOCE sono utilizzabili tali e quali o 
imbevute di antibiotici o altri medicinali per applicazioni 
all'interno o sulla superficie sanguinante o trasudante del 
corpo umano a scopo emostatico e/o per rendere possibile e/o 
facilitare ed accelerare una corretta riparazione di tessuti 
lesi (ferite, abrasioni, ustioni, ulcerazioni, sedi di 
biopsie o di prelievi per trapianti, ecc.) e/o per rilascio 

lento di farmaci. 

SCOPO DEIJA PRESENTE INVENZION E 

E' stato ora sorprendentemente scoperto che si possono 

ottenere, in vitro, membrane organiche sterilizzabili, con 

struttura e propriety fisiche diverse da quelle di tutte le 

altre component! o derivati del plasma sanguigno umano e 

utilizzabili a scopo terapeutico come medicazione organica 
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cicatrizzante ed emostatica (MOCE). Tali membrane sono 
ottenibili a partire direttamente dal plasma sanguigno umano 
tale e quale (PSUTQ) oppure dal plasma sanguigno umano 
impoverito (PSUI), restante come prodotto di scarto dopo 
1'estrazione, a scopo industrial, di varie frazioni 
proteiniche ( immunoglobuline , trombina, fattore 

antiemofilico, albumina ecc.) 

IL MMJBRIALE 

Come materia prima di base si utilizza plasma sanguigno tale 
quale (PSUTQ) o plasma sanguigno umano impoverito (PSUI). 
II PSUTQ (o il PSUI) viene deposto in vasche di forme e 
dimensioni adequate, dove e fatto coagulare grazie 
all'aggiunta di una soluzione di cloruro di calcio o con 
impiego di un altro agente coagulante non tossico, non 
immunogeno e non diverso dalle normal! component! 
dell'organismo. Si lascia la vasca a riposo, fino alia 
formazione di un coagulo gelatinoso, semisolido. 
Da tale coagulo viene estratta con mezzi fisici (osmosi, 
lavaggi con liquid! adeguati, essiccazione ecc) la quasi 
totalita dell'acqua che lo imbeve, fino all • ottenimento di 
una membrana fibrosa sottile, liscia, semi-trasparente , 
biancastra-opalescente, perfettamente flessibile e 
modellabile, resistente a trazioni moderate ed assomigliante 
ad un tessuto (di seta, cotone, nylon ecc). Questa membrana 
viene utilizzata (tale quale o dopo essere stata imbevuta 
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con varie soluzioni di medicinali) , come medicazione 
organica cicatrizzante ed emostatica (MOCE) applicabile su 
ulcere, piaghe cutanee, mucose, sedi di prelievi bioptici ed 
altre varie lesioni all'esterno o all'interno dell 1 organismo 
umano, oppure per il rilascio lento di farmaci. 
E' da notare che f nel corso del procedimento sopra 
descritto, non vengono impiegate in alcun momento sostanze 
diverse da quelle normalmente present! nell ' organismo o 
delle quali comunque possano restare tracce nel prodotto 
finale. I fogli ottenuti con il metodo sopra descritto, 
disposti su un supporto poco aderente (teflon, seta, nylon) 
ed introdotti in appositi contenitori che consentano il 
passaggio di vapori o gas, ma non quello di particelle 
inquinanti, vengono sterilizzate: 

a) in autoclave, per 20-30 minuti a +120-122 °C oppure: 

b) con il metodo "STERRAD" (H 2 0 2 a +45°>C per 60 minuti) 
oppure: 

c) con radiazioni ionizzanti 

Si presenta qui di seguito un esempio pratico di 
realizzazione del prodotto sopra descritto. Con tale esempio 
non si intende limitare in alcun modo il campo della 
presente invenzione. 

ESEMPIO 

Si miscela plasma sanguigno umano (tale quale o impoverito 
dopo estrazione industriale delle albumine e di parte delle 




4 



^ Mm* 



basta per neutralizzare il citrate. La miscela si versa 
immediatamente in una vasca di dimension! adeguate e si 
lascia riposare il tutto per il tempo necessario alia 
formazione di un coagulo semisolido, gelatinoso. 
Si elimina dal coagulo la fase liquida, assorbendola con un 
sale igroscopico di quelli che entrano anche nella 
composizione degli umori del corpo umano (NaCl, CO,HNa ecc.) 
che poi si lava con acqua, fino a che il coagulo si presenta 
come una membrana organica fibrosa ed umida. Questa membrana 
(con aspetto di epiploon) viene sottoposta a successivi 
bagni disidratanti ed emollient! per 1 • assorbimento 
dell 'acqua rimanente (si utilizzano a questo scope etanolo e 
propantriolo, in varie concentration!). 

Dopo 1- ultimo bagno, il foglio si lascia essiccare sotto una 
corrente di aria calda (fohn ecc), ottenendo alia fine un 
foglio liscio flessibile, uniforme, modellabile, elastic© , 
semi-trasparente, opalescente, leggermente untuoso, 
resistente a trazioni moderate. 

Lo spessore del foglio dipende da quelle dello strato di 
miscela coagulante (plasma+CaCl,) inizialmente presente 
nella vasca e pud essere determinate a volonta. 
Segue la sterilizzazione del foglio, second© i metodi 
descritti sopra: o autoclave per 20-30 minuti a +120°C, o 
metodo STERRAD (H,0, per 60 minuti a +45°C), o radiazioni 
ionizzanti. Finalmente, e stato sorprendentemente scoperto 
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che il prodotto finale (MOCE), esaminato al Politecnico di 
Milano (Petrescu, Maggio 2002) e all'istituto Ronzoni di 
Milano (Martini e Dorigotti, Aprile 2002) presenta alcune 
caratteristiche f isiche/strutturali (indicate in allegato) 
diverse da quelle di tutte le altri component! o derivati 
del plasma umano. 
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RIVENPICAZIONI 

1. Medicazione organica cicatrizzante ed emostatica 
(MOCE) preparata a partire o da plasma sanguigno umano 
tale quale (PSUTQ) , o da plasma sanguigno umano 
impoverito (PSUI) rimasto come prodotto di scarto dopo 
l'estrazione a scopo industrials di varie frazioni 
proteiniche (albumine e parte delle globuline). 11 
plasma (PSUTQ) / (PSUI) viene sottoposto a 
procedimenti tali da ottenere come prodotto finale una 
membrana organica compatibile con i tessuti umani, 
sterile, liscia, perf ettamente piegabile e 
modellabile (come una garza o tessuto di seta, 
cotone, nylon), sottile^ elastica, resistente a 
trazioni moderate (v. allegato) che, applicata su 
ulcere od altre lesioni trasudanti, vi aderisca 
spontaneamente determinando emostasi ed accelerazione 
della cicatrizzazione. II prodotto e caratterizzato 
dal fatto che il PSUTQ o il PSUI conservato con 
citrato di sodio viene fatto coagulare in vasche con 
aggiunta di cloruro di calcio, dopodiche si elimina la 
fase liquida con l'impiego di agenti fisici quali 
osmosl, lavaggi con acqua/etanolo/propantriolo. 
Successivamente si fa essiccare il coagulo e lo si 
sterilizza in autoclave per 20-30 minuti a +120-1220C, 
con il metodo STERRAD (H,0 2 a +450C per 60 minuti) o 
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con radiazioni ionizzanti. 

2. Prodotto secondo la rivendicazione 1, caratterizzato 
dal f atto che la MOCE non contiene tracce di sostanze 
diverse da quelle present! nell 'organism© umano. 

3. Prodotto secondo le rivendicazioni 1 e 2, 
caratterizzato dal fatto che la MOCE, applicata sulla 
superficie di ulcere o piaghe trasudanti, vi aderisca 
spontaneamente , determinando emostasi, isolamento da 
agenti inquinanti esterni ed accelerazione della 
cicatrizzazione che risulta estetica e funzionale. 

4. Prodotto, secondo le rivendicazioni da 1 a 
3, caratterizzato dal fatto che la MOCE h sterile e puo 
essere ri-sterilizzata, o all 1 autoclave per 20-30 
minuti a +12C-1220C, o con il metodo STERRAD (H 2 0 2 a 
+45°C per 60 minuti) o con radiazioni ionizzanti. 
5. Prodotto secondo le rivendicazioni da 1 a 4, 
caratterizzato dal fatto che la MOCE, applicata su 
ulcere, piaghe od altre lesioni tissutali, non 
determina reazioni allergiche od altri effetti nocivi 
nell'uomo. 

6. Prodotto secondo le rivendicazioni da 1 a 5, 
caratterizzato dal fatto che la MOCE pud essere 
imbevuta con farmaci e/o disinfettanti e/o fattori di 
crescita tissutale in modo da potenziare l'attivit 
terapeutica del prodotto stesso. 
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7. Prodotto secondo le rivendicazioni da 1 a 6, 
caratterizzato dal fatto che la MOCE % utilizzabile, 
dopo la sua impregnazione con farmaci di qualsiasi 
adeguata natura, come veicolo per la semministrazione 
di tali farmaci in forma di lento rilascio, dopo 
applicazione su cute e/o endoteli e/o mucose e/o 
superfici di organi umani o all'interno degli stessi. 

8, Prodotto secondo le rivendicazioni da 1 a 7 f 
caratterizzato dal fatto di poter essere ottenuto 
anche a partire dal plasma sanguigno di varie specie 
animali . 

9. Prodotto secondo le rivendicazioni da i a 8, 
caratterizzato dal fatto che la MOCE sia un prodotto 
nuovo che presenta caratteristiche f isiche/strutturali 
(come indicato in allegato) diverse da quelle di tutte 
le altre componenti o derivati del plasma sanguigno 
umano . 

) 
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1. Identlficazione e descrizione dei campioni 

Per 1' esecuzione di prove sono stati fomiti dal Richiedente tre campioni di membrana di fibrina umana 
per innesti cutanei. I tre campioni sono stati fomiti alio stato sterile e conservati a temperafcira 
ambiente. Ciascun campione e costituito da una porzione rettangolare di membrana ed e 
contrassegnato da una sigla identificativa, come riportata in Tabella 1.1 . 

TABELLA 1.1 Identificazione dei campioni fomiti per le prove 



Sigla 
identificativa 


DIMENSIONI 1 

(mm x mm) 


ModalitA di Sterelizzazione 


1-652 


52x73 


In autoclave a +120°C 


K-651 


63x63 


In acqu a ossigenata a +45°C 


70-E 


1 66x128 


In autoclave a +120°C 



2. Descrizione delle procedure di prova 

Alio scopo di determinate proprieta fisiche della membrana ritenute critiche per la sua applicazione 
clinica, sono state eseguite prove meccaniche di traziorie e di resistenza alia sutura, ed una analisi 
morfologica al microscopio elettronico. 

2.1 Determinazione dello spessore di membrana 

Lo spessore di ciascun campione fe stato rilevato mediante un micrometro millesimale Mitutoyo 
mod. 293-561-30, S/N 7083373. Lo strumento possiede un dispositivo a frizione, alio scopo di 
imporre deformazioni elevate e di coosentire la riproducibilitk delle misure. Per evitare di 
danneggiare il campione di membrana con le punte dello strumento, durante i rilievi il campione e 
stato inserito fra due fogli di teflon (spessore misurato di ciascun foglio pari a 0,142 mm) e la 
misura ottenuta h poi stata depurata dello spessore dei fogli. 

Su ciascun campione sono stati eseguiti misure di spessore in almeno dieci punti diversi, distanti 
tra loro e dai bordi l'uno dall'altro di circa 10 mm, alio scopo di determinare il grado di uniformity 
della dimensione. 
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2.2 Prove di trazione 

Le propriety meccaniche di ciascuna membrana sono state valutate mediante prove di trazione 
uniassiale. I provini sottoposti a prova sono stati ritagliati dai campiom di membrana mediante 1 uso di 
una dima; la Figura 3.1 mostra la forma e le dimension! caratteristiche dei campiom cosi ottenuti. 
Da ogni campione sono stati ritagliati almeno due provini oriental parallelamente alle direzioni dei 
lati del campione stesso.Di ciascun provino e stato misurato lo spessore m mezzena con. il 
comparatore Mitutoyo descritto al punto 2.1. 

n provino e stato montato su una macchina di prova MTS Synergie 200 H (MTS, .Minneapolis MN), 
S/N 261701/30, installata preso il Laboratorio di Meccanica delle Strutture Biologiche del Pohtecmco 
di Milano. 

La macchina di prove e dotata di una cella MTS S/N 2.1279, con fondo scala da 100N. 

II provino e inserito negli afferraggi della macchina di prova in modo tale che rimanga libero solo il 

suo tratto centrale di larghezza costante. 

Prima della prova viene misurata la lunghezza del tratto libero del provino. La Figura 3.2 mostra un 

particolare della macchina di prova e del provino. 

Ciascun provino e stato sottoposto alia seguente procedure di prova: 

(a) precondizionamento meccanico attraverso l'esecuzione di alcuni cicli di canco e scanco fira 
0 e 1 .2 N alia velocita della traversa mobile di 20 mm/mm; 

(b) trazione a rottura alia velocita della traversa mobile di 20 mm/min. 

Durante la prova la forza e lo spostamento della traversa mobile sono registrati alia frequenza di 10 
Hz. 

Le prove sono state condotte alia temperature ambiente di 23 ± 2°C. 
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FIGURA 2.1 Geometria e dimensiom di un provino utilizzato per le prove di trazione 
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Risultati 



J.J Determinazione dello spessore di membrana 

I risultati delle misure di spessore eseguiti sui campioni di membrana di fibrina umana sono riportati in 

Tabella3.L . . _ n 

Per ciascun campione sono state eseguite almeno dieci misuraziom m altrettanti punti; nella Tabella 
sono riportati il valore medio dello spessore ottenuto da tutte le misurazioni ed i valon mimmo e 
massimo di spessore rilevati. 

TABELLA 3.1 Detenninazione dello spessore di membrana 



CAMPIONE 



1-652 



K-651 



70-E 



DBMENSIONI 
(mm x mm) 



52x73 



63x63 



66x128 



SPESSORE MEDIO 
(mm) 



59 



47 



97 



SPESSORE 
MASSIMO (mm) 



72 



56 



111 



SPESSORE 
MINIMO (mm) 



39 



14 



76 



I dati di forza e allungamento del provino registrati durante la prova di trazione sono stati utilizzati per 
calcolare le seguenti grandezze: 

pari al rapporto fra la forza applicata al provino e la sua 
larghezza (4 mm); rappresenta la tensione supportata da una 
striscia di membrana di larghezza pari a 1 mm; 
pari al rapporto percentuale tra 1' allungamento subito dal 
tratto libero del provino e la sua lunghezza originaria 

(a) condizionamento meccanico 

Si e osservato che per tutti e tre i campioni di membrana sottoposti a prova il condizionamento 
meccanico viene raggiunto gia al secondo ciclo di applicazione del carico. 

(b) prova di trazione 



T (N/mm) tensione specifica : 



e (%) deformazione : 
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I risultati delle prove di trazione sono rappresentati in termini di curve tensione specxfica - 
deformazione nelle Figure 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5 e 3.6. 

Per descrivere in maniera quantitativa le proprieta a trazione dei campioni di membrana si sono 
valutati i seguenti parametri: 

rapporto fra l'incremento di tensione specifica e 
rincremento di deformazione valutato 
nell'intervallo fra i valori corrispondenti al 30% e al 
60% del limite di proporzionalita; 
valore limite della tensione oltre cui la curva 
tensione - deformazione non 6 piu lineare 
valore massimo della tensione prima della rottura 



K (N/mm) modulo di elasticity : 



T p (N/mm) limite di proporzionalita 



T R (N/mm) limite di resistenza : 

I risultati per i tre campioni sottoposti a prova sono riportati in Tabella 3.2. 



CAMPIONE 


DIREZIONE 


SPESSORE 

(urn) 


elasticitA 
K (N/mm) 


LIMITE DI PROP. 

T p (N/mm) 


LIMITE DI ROTTURA 

T R (N/mm) 


1-652 


1 


59 


0.076 


0.040 


0.071 




2 




0.413 


0.030 


0.065 


K-651 


1 


47 


0.220 


0.025 


0.033 




2 




0.174 


0.025 


0.034 


70-E 


1 


97 


2.525 


0.081 


0.326 




1 




1.55 


0.053 


0.210 
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Deformazlone [%] 



FIGURA 3,1 Curve di trazione per il campione I-652-direzionel 
0.07 t— [ 1 1 H ~~ 




0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 



Deformazlone [%] 
FIGURA 3.2 Curve di trazione per il campione I-652-direzione2 
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FIGURA 33 Curve di trazione per il campione K-651 direzione 1 
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FIGURA 3.4 Curve di trazione per il campione K-651 direzione 2 
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0.35 




Deformazione [%] 
FIGURA 3.3 Curve di trazione per il campione 70-E provino 1 
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FIGURA 33 Curve di trazione per il campione 70-E provino 2 
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